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(54) Titre: PROTEINE HOMOLOGUE DE U ANGIOGENINE HUMAINE 
(57) Abstract 

The invention concerns a new protein of approximately 17 KD, with angiogenic activity, a process for isolating it 
from mammalian milk, therapeutic compositions containing it, a process for detecting and/or determining the content of 
mammalian angiogeriines, their homologues and their fragments. Said protein, of bovine origin, has a sequence of 125 
aminoacids, 81 of which are common to human angiogenine, and a molecular weight of approximately 17 KD, and is ex- 
tracted from mammalian milk. Application to the detection of mammalian angiogenine. 

(57) Abrege 

La presente invention est relative a une nouvelle proteine d'environ 17 KD, a action angiogenique, a son precede 
d'isolement a partir de lait de mammiferes, a des compositions therapeutiques la contenant, a un procedfe de detection et/ 
ou de dosage des angiogenines de mammiferes, de Ieurs homologues et de leurs fragments. Ladite prot6ine, d'origine bo- 
vine presentant une sequence de 125 amino-acides, dont 81 sont communs avec Tangiogenine humaine et ay ant un poids 
moieculaire d'environ 17 KD, est extraite de lait de mammifere. Application a la detection des angiogenines de mammi- 
feres. 
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PROTEINE HOMOLOGUE DE L • ANGIOGENINE HUMAlNE 



I 



La presente invention est relative- a une nouvelle 
10 proteine d'environ 17 KD, a action angiogenique, a son prece- 
de d'isolement a partir de lait de mammiferes, a des composi- 
tions therapeutiques la contenant, a an precede de detection, 
et/ou de dosage, ainsi qu'a. des reactifs immunologiques de 
detection et/ou de dosage des angiogenines de mammiferes,. de ; 
.15 leurs homologues et de leurs fragments. 

A la suite du travail de pionnier de J. FOLKMAN 
(cf. J. Exp. Med., J33, 275 (1971 )), qui a demontre que la 
croissance d'une tumeur requiert une alimentation sanguine 
. importante, celle-ci etant realisee par la croissance conti- 
20 nue de nouveaux vaisseaux. sanguins ; il a suggere que cette 
croissance resulte de la presence d'une substance diffusible 
qu'll a denommee "Tumor angiogenesis factor" (TAP), plusieurs 
proteines qui stimulent 1' angiogenic ■ ont- ete isolees 
(FOLKMAN et al., Science, (1987), 235, 442).Parmi ces subs- 
25 tances, 1' angiogenine, proteine d'origine humaine, a ete pu- 
rifiee par l'Equipe de VALLEE, de meme que le clonage de son 
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gene. En 1985, FETT J.W. et al. , (Biochem, (1985), 24, 
5480-5486) ont isole 1' angiogenine humaine a partir de 
cellules intestinales humaines cahcereuses en culture. Les 
cellules intestinales HT 29 secretent l 1 angiogenine humaine 
5 dans le milieu de culture. . A parti r de ces milieux de culture 
ne renfermant pas de serum, 0,5 tig/litre d' angiogenine 
humaine a ete isolee. L'equipe de VALLfiE a determine la 
•concentration en angiogenine tout d'abord par la methode de 
Bradford (Anal. Biochem., 1975, 72, 248-254 methode par 

10 fixation de colorant, en utilisant la SAB comme standard), 
puis par la methode decrite dans Biochem, 1986, 25, 3527, 
3732, par SHAPIRO et Al. . La sequence en amino-acides a ete 
egalement precisee par STRYDOM et Al. (BIOCHEMISTRY (1985), 
24, p. 5486-5494). 

15 L' angiogenine humaine est une proteine dont la 

masse moleculaire est de 14 400 D. 

L 1 angiogenine isolee de cellules tumorales humaines 
comprend une seule chaine proteinique comprenant 123 amino-, 
acides et dont la sequence est la suivante : 

20 

Gln-Asp-Asn-Ser-Arg-Tyr-Thr-His-Phe-Leu-Thr-Gln- 
His-Thr-Asp 1 5 -Ala-Lys-Pro-Gln-Gly-Arg-Asp-Asp-Arg- 
/ Tyr-Cys-Glu-Ser-Ile-Met 30 -Arg-Arg-Arg-Gly-Leu-Thr- 
Ser-Pro-Cys-Lys-Arg-Ile-Asn-Thr-Phe 45 -Ile-His-Gly- 

25 Asn-Lys-Arg-Ser-Ile-Lys-Ala-Ile-Cys-Glu-Asn-Lys 60 - 
Asn-Gly-Asn-Pro-His-Arg-Glu-Asn-Leu-Arg-Ile-Ser-Lys 
Ser-Ser 75 -Phe-Gln-Val-Thr-Thr-Cys-Lys-Leu-His-Gly- - 
Gly-Ser-Pro-Trp-Pro 90 -Pro-Cys-Gln-Tyr-Arg-Ala-Thr- 
Ala-Gly-Phe-Arg-Asn-Val-Val-Val 105 -Ala-Cys-Glu-Asn- 

30 Gly-Leu-Pro-Val-His-Leu-Asp-Gln-Ser-Ile-Phe 120 -Arg- 
Arg-Pro 12 3-oH 

L'amino-acide Oterminal est la proline ; trois 
ponts disulfure lient les cysteines 26-81, 39-92 et 57-107. 

La sequence de 1 'angiogenine humaine est homologue 
35 a 35% de celle de la ribonuclease humaine pancreatique, en 
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particulier en ce'qui cbncerne les amino-acides essentiels a 
l'activite ribonucleolytique (cf. BIOCHEMISTRY, (1985),' 24,. 
5494-5499. KURACHI et Al. )• L'activite de l'angiogenine 
humaine est importante, puisque 50 ng, soit 3,5 picomoles, 
5 sont capables d'entrainer une vascularisation de la cornee de 
lapin et 35 fentomoles sprit capables d'induire la 
vascularisation de 1'embryon de poulet. 

II est connu de preparer 1 • angiogenine humaine 
parclonage. Le clonage du gene codant pour l'angiogenine 
10 humaine permet de preparer des quantites satisf aisantes par 
1 'intermedial re de systemes d f expression adequats, Neanmoins, 
de telles methodes sont couteuses. 

II s'est avere necessaire de recherche r un compose 
qui presenterait des proprietes similaires a celles de 
15 l'angiogenine humaine et dont le precede d'obtention serait 
plus simple et moins couteux. 

La presente invention s'est en consequence donne 
pour but de pourvoir a une nouvelle proteine presentant des 
proprietes similaires a celles de l'angiogenine humaine, ob- 
20 tenue par des moyens peu couteux et faciles a mettre en oed- 
vre, permettant des renderaents quantitatifs eleves. 

C'est aussi un but de I'inventibn de pourvoir a un 
nouveau procede d 'obtention de ladite proteine, ne presentant 
pas les inconvenients des. procedes de l'Art anterieur ; en 
25 'effet, ce nouveau procede permet d'obtenir d ' importantes 
.quantites de la proteine en question a un cout tres bas, ce 
qui, dans le cadre de la fabrication industrielle de composi- 
tions pharmaceutiques contenant cette proteine, presente des 
avantages importants. - \ 

30 C'est encore un but de 1' invention de pourvoir a 

des -compositions pharmaceutiques contenant ladite proteine. 

C'est egalement un but de 1' invention de pourvoir a 
un agent de detection et de dosage des angiogenines de mammi- 
feres, de leurs homologues, de leurs fragments, dans des 
35 fluides biologiques. 
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C est' en outre un but de l f invention de pourvoir a 
an kit de detection et de dosage des proteines susdites dans 
lesdits f luides . 

La presente' invention a pour objet une proteine, 
5 caracterisee en ce qu'elle presente une sequence qui 
comporte125 amino-acides, et repond a la formule I ci-apres : 

(I) AlaTHSln-Asp-Asp-TyrS-Arg-Tyr-Ile-His-Phe 10 - 
Leu-Thr-<3ln-Bis-Tyr15- AS p. Ala . Il y S _p ro _ r( y S 20_ 

Gly-Arg-Asn-Asp-Glu 25 -Tyr-Cys-Phe-Asn-Met30- 
10 Met-Lys-Asn-Arg-Arg35-i ieu -ipj ir - Ar g.p ro .cy S 40 
Lys-Arg-Arg-Asn-Thr 45 -Phe-Ile-His-Gly-Asn 5 0 
Lys-Asn-Arg-Ile-Lys 55 -Ala-Ile-Cys-Glu-Asp60-. 

Arg-Asn-Gly-Gln-Pro^S-Tyr-Arg-rGly-Asp-Leu 70 - 
Arg-Ile-Ser-Lys-Ser 7 5-Glu-Phe-Gln-Ile-Thr80- 

15 Ile-Cys-Lys-His-Lys 85 -Gly-Gly-Ser-Ser-Arg 90 - 
Pro-Pro-Cys-Arg-Tyr 95 -Gly-Ala-Thr-Glu-Asp 100 - 
Ser-Arg-Val-Ile-Val 105 -Val-Gly-Cys-Glu-Asn 1 10 
Gly-Leu-Pro — Val-His 115 -Phe-Asp-Glu-Ser-Phe 120 - 
Ile-Thr-Pro-Arg-His 125 ~OH, 

■ 20 

en ce que 81 amino-acides de sa sequence sont communs avec 
l 1 angiogenine humaine, et en ce que son poids moleculaire est 
. d' environ 17 KD. 

La masse moleculaire a ete evaluee en comparant la 

25 Vitesse de migration electrophoretique de ladite proteine bo- 
vine a celle des temoins suivants : la myoglobine (P.M. : 
17 20 0) , la myoglobine 1 + 2 (P.M. : 14 600), la myoglobine A 
(P.M. : 8 240)/ la myoglobine 2 (P.M. : 6 380), la myoglobine 
3 (P.M. : 2 560) (Pharmacia). 

30 Dans la composition de ladite proteine 17 KD, de- 

terminee apres hydrolyse acide totale, les amino-acides sui- 
vants sont presents dans les proportions ci-apres 
Phe : 6, Leu : 4, lie : 9, Met : 2 r Val : 4, Pro : 7, 

35 Ser : 6, Thr : 6, Ala : 4, Tyr : 6, His : 6, Glu(Gln) : 10, 
Asp(Asn) : 16, Lys : 9, Arg : 15, Gly : 9, Cys : 6. 
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Conf o'rmement a l 1 invention, ladite proteine est 
obtenue par extraction .de lait de manunif eres , notamment de 
yache ou par clonage ou par voie de synthese. 

La presente invention a egalement pour objet des 
5 peptides qui constituent des fragments de la proteine 17KD 
conforme a 1' invention , elle couvre en particulier : 

- un peptide qui presente la sequence suivante en 
amino-acides : 

Glu-Asp 60 -Arg-Asn-Gly -^Gin-Pro 6 5 -Tyr-Arg-Gly-Asp- 
10 Leu70-Arg-Ile-Ser 

dont 9 restes sur 15 s'alignent sur la sequence 58-72 de 
1 1 angiogenine humaine, 

- un peptide qui presente la sequence , suivante en 
amino-acides : 

15 Phe-Asp-Glu-Ser-Phe 120 -Ile- , Thr-Pro-Arg-His 125 

et qui correspond au fragment C terminal de la proteine 17 KD 

- un peptide presentant la sequence suivante en 
amino-acides : 

Glu-Asn 1 10 -Gly-Leu-Pro-Val-Bis 1 15 -Phe 
20 qui s'aligne sur la sequence 108-115 de l 1 angiogenine 
humaine, dans laquelle sequence 7 restes sur 8 sont 
identiques ; 

- un peptide presentant la sequence en amino- 
acides suivante : 

25 Ile-Val 105 -Val-Gly-Cys-Glu. 

dont 4 restes sur 6 s'alignent sur la sequence 103-108 de 
1 'angiogenine humaine ; 

- un peptide presentant la sequence suivante en 
amino-acides: . J 

30 Arg-Tyr-Ile-Bis-Phe 1 °-Leu-Thr-Gln-His-Tyr 1 5 -Asp-Ala-Lys 

dont 11 restes sur 13 s'alignent sur la sequence 5-17 de 
1' angiogenine humaine ; 

- un peptide presentant la sequence suivante en 
amino-acides : 

35 Asn- i Ehr 45 -Phe-Ile-fiis-Gly-Asn 50 -Lys , 
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qui se distingue par une horaologie . totale avec la sequence 
43-50 de I'angiogenine humaine. 

- un peptide qui presenter la sequence en 
amino-acides suivante : 

5 Ile-LysSS-Ala-Ile-Cys-GlU/ 

qui se distingue egalement par une homologie totale avec la 
sequence 53-58 de l*angiogenine humaine. 

- un peptide qui presente la sequence suivante en 
amino-acides ; 

10 ^eu70- Arg „ Ile . Ser . Lys . Ser 75- Glu _ Phe _ Gln 

dont 8 restes sur 10 .s'alignent sur la sequence 69-77 de 
l'angiogenine humaine. 

" un peptide qui presente la sequence suivante en 
amino-acides : 
15 Arg 67 -Gly-Asp, 

ledit peptide etant reconnu par un recepteur des cellules 
endotheliales. 

La i presente invention a egalement pour objet un 
procede d'obtention de. ladite proteine conf orme a 
20 1' invention/ caracterise en ce que ladite proteine est 
extraite de lait de mammifere, notamment de vache. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du 
procede conf orme a 1' invention, 1* extraction de ladite 
proteine est realisee par chromatographie par echange de 
25 cations, suivie d'une elation par un eluant approprie. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre , l'eluant est un sel alcalin d'un acide orga- 
: nique faible, notamment* de 1" acetate de sodium. 

Selon une autre disposition avantageuse, la frac- 
tion eluee est soumise a une deuxieme chromatographie par 
echange de cations. 

La proteine ainsi isolee est purifiee par chroma- 
tographie sur une colonne de gel-filtration. 

La proteine ainsi purifiee est obtenue avec un ren- 
35 dement de l'ordre de 0,5 mg/litre de lait. 



30 
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En variante a ce mode de mise en oeuvre, 
prealablement a 1 1 extraction, le lait- d'origine bovine est 
soumis a une delipidation. 

Selon une disposition avantageuse, la delipidation 
5 est realisee par centrif ugation. 

Selon une modalite "avantageuse de cette 
disposition/ la centrif ugation est realisee a 4000 g pendant 
30 mn et a une temperature de 4°C. 

La presente invention a encore pour objet une 
10 composition therapeutique qui coraprend comme compose actif, 
la.proteine 17 KD et/ou des fragments ou des homologues de 
celle-ci, notamment pour le traitement de troubles requerant 
I'inhibition ou 1' augmentation de la croissance des vaisseaux 
sanguins. 

15 Les compositions therapeutiques conformes a 1' in- 

vention peuvent etre utilisees dans toutes les pathologies 
dans lesquelles. existe un probleme de vascularisation, et no- 
tamment plaies, escarres, ulceres, greffes, insuf f isances 
circulatoires. Elles peuvent etre egalement utilisees en 

20 cosraetologie (peau, cuir chevelu) . Elles peuvent aussi etre 
utilisees dans le; domaine veterinaire, notamment dans le 
diagnostic de mammites et la selection de vaches lactantes . 

La presente invention a egalement pour objet un 
reactif immunologique de detection ou de dosage des angioge- 

25 nines de mammiferes, caracterise en ce qu'il est choisi dans 
le groupe qui . comprend des anticorps anti-proteine 17 KD, des 
anticorps anti-peptide-, notamment des anticorps contre l'un 
des peptides definis ci-dessus, lesquels anticorps etant uti- 
lises seuls ou en melange. 

30 La presente invention a egalement pour objet un 

procede de detection et de dosage des angiogenines de mammi- 
feres dans, des fluides biologiques , caracterise en ce que 
l'on fait reagir, dans des conditions appropriees, un anti- 
corps anti-angiogenine, notamment un anticorps anti-proteine 

35 17 KD ou un anticorps anti-peptide, conformes a I'invention 
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avec un fluide biologique suppose contenir ladite 
angiogenine, la lecture de la reaction etant effectuee par un 
moyen approprie, tel que notainraent RIA, ELISA, 
Immunofluorescence, 

5 La presente invention a en outre pour objet un kit 

de detection et/ou de dosage, dans des fluides biologiques, 
d'angiogenine de raammiferes et notarnment de 1 'angiogenine 
humaine, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une quantite appropriee, eventuellement subdivisee en doses 
10 unitaires, d'anticorps anti-angiogenine , en particulier 

fc d'anticorps anti-proteine 17 KD ou d'anticorps anti-pep-, 
tide, notarnment d'anticorps contre l'un des peptides de- 
finis ci-dessus ; 

- eventuellement une quantite appropriee de tampons, dilu- 

15 ants, reactifs, necessair.es a la mise en oeuvre de ladite 
detection et/ou dosage. 

Outre les dispositions qui precedent, l f invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
description qui va suivre, qui se refere a un exemple de pre- 
20 paration de la proteine selon l'invention, ainsi qu'a un 
compte-rendu d' experimentations effectuees : 

-pour demontrer I'homologie angiogenine humaine/ 
proteine 17 KD d'origine bovine, selon l'inven- 
. tion ; • . \ . , 

25 . " pour demontrer I'homologie avec la ribonuclease ; 

- pour demontrer T activite sur 1' angiogenese de 

ladite proteine 17 KD d'origine bovine. 
II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exem- 
ples et ce compte-rendu d' experimentations sont donnes uni- 
30 quement a titre d' illustration del' objet de l'invention dont 
ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 
EXEMPLE A : EXTRACTION DE LA PROTEINE 17 KD DU LA IT DE VAC HE 

50 litres de lait de vache sont delipides par cen- 
trifugation (4 000 xg - 30 mn - 4°C) et chromatographies sur 
35 une colonne de SP-Sephadex C50 (10 xlOO'cm) (Pharmacia). 
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La colonne est lavee par 10 1 d'une solution 
d'acetate de sodium 0/35 M pH 7, puis est eluee par 5 1 
d'acetate de sodium 1,5 M pH 8. La solution obtenue est 
diluee de maniere a obtenir une concentration en acetate de 
5 sodium 0,2 M . Cette solution est chromatographiee sur une 
colonne de S-Sepharose Fast Flow (10 x 100 cm) (Pharmacia) 
prealablement equilibree avec de 1 'acetate de sodium 0/22 M 
pH 6,5. Apres lavage de la colonne par la meme solution 
d'acetate, l'elution de la proteine est realisee par un litre 
10 d f une solution d'acetate de sodium 0,4 M. 

Cette. solution est dessalee par chromatographie de 
gel-filtration sur une colonne de Bio-gel P-30 (4 x 100 cm) . 

Apres elution de la colonne a l'eau, la fraction ren- 
fermant la proteine est chromatographiee sur une colonne de 
15 Phenyl Superose HR5/5 (Pharmacia) par F.P.L.C. (Fast Protein 
Liquid Chromatography). L'elution est ! realisee a I'aide d'un 
gradient obtenu en melangeant le tampon A : Phosphate de so-, 
diura 50 mM, sulfate d' ammonium 1,7 M pH 7, avec le tampon B : 
phosphate de sodium 50 mM pH 7 (temps 0 minute : 100 % TpA ; 
20 temps 15 minutes : 100 % TpA ; temps 40 minutes : 0 % TpA) . 

La Figure 1 annexee represente le diagramme d'elu- 
tion de la proteine 17 KD de la colonne de Phenyl Superose, 
avec en abscisse le temps en minutes, et en ordonnee les den- 
sites optiques., Le pic 2 renferme la proteine - 1 7 KD pure. Le 
25 rendement est de 25 mg de proteine, soit 0,5 mg/1 de lait de- 
lipide. 

TESTS 

EXEMFLB 1 : HOMOLOGIE ANGIOGSNINE HUMAINE/PROTEINE 17 KD 

Les donnees dont nous disposons sur la proteine 
30 17 KD font apparaitre sa parente avec 1' angiogenine humaine ; 
en effet, 8V amino-acides sont communs aux deux proteines : 

L'analyse en amino-acides, evaluee pour 1' angio- 
genine humaine et determinee apres hydrolyse acide totale 
pour la proteine 17 KD d'origine bovine (Tableau I ci-apres) 
35 montre que les deux proteines possedent des compositions tres 
proches. 
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ANALYSE COMPAREE DES AMINO-ACIDES DE 
L'ANGIOGENINE HOMAINE ET DE LA PROTEINE 
17 KD. D' ORIGINS BOVINE 






HO 


BO 




Phe 


5 


6 




. Leu 


6 


4 


10 


lie 


7 


9 


- 


Met 


1 


'"2 




Val 


5 


4 




Pro 


8 


7 ; 




Ser 


. 9 


6 - 


15 


Thr 


i 


s 




Ala 


5 '. 


4 




Tyr 


3 


6 




His 


6 


6 




Glu(Gln) 


10 


10 


20 


Asp(Asn) 


14 


16 




Lys 


7 


9 ." 




Cys 


6 


6 ':. 




Trp . 


1 






Arg 


.■ 14 


15 


25 


Gly 


8 


9 - 




Total* : 


116 


119 



* sans Cys et Trp 



La comparaison des sequences de 1' angiogenine hu- 
maine et de la proteine 17 KD d'origine bovin qui figure au 
Tableau II ci-apres, montre une homologie superieure a 
60 %. La plupart des differences sont le resultat de rempla- 
cements conservatif s . 

Les 6 restes cysteines sont en meme position r ce 
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qui indique une structure tertiaire similaire a celle de 
I'angiogenine humaine/ un seul espacement est necessaire dans 
la region C-terminale pour l'alignement ; seulement les zones 
N et C terrainales sont responsables de la difference de tail- 
5 le entre les deux proteines (la proteine 17 KD a deux amino- 
acides de plus que 1' angiogenine humaine). 

. ' . Cependant/ a la difference de l f angiogenine humai- 
ne, qui a, en position N-terminale, un acide pyroglutamique , 
la proteine 17 KD d'origine bovine a une alanine supplemen- 
.10 taire en position N-terminale. 

Cette difference s'explique par la presence d'un 
peptide signal de 24 (ou 22) amino-acides (FETT J. et al. 
Biochem. , (1985), 2±, 5480)/ revele par le sequengage des 
cDNA codant pour/ 1' angiogenine humaine ; la suppression de 
15 ce peptide se produit lors du traitement par la peptidase 
signal/ qui clive entre I'alanine et la glutamine dans : 

J Pro-Pro-Thr-Leu-Ala~1-Glu +1 -Asp-Asn. . . / dans I'an- 
giogenine humaine/ alors que la presence de I'alanine N-ter- 
minale/ en ce qui concerne la proteine 17 KD d'origine bovi- 
20 ne f est due au deplacement de la liaison clivee par la pepti- 
dase signal/ laissant ainsi une alanine supplementai re en po- 
sition N-terminale/ evitant la modification en acide pyroglu- 
tamique observee dans 1 'angiogenine humaine. 

La sequence de la proteine 17KD telle qu'elle figu- 
.25 re au f Tableau II/ ci-apres, a ete determinee par les techni- 
ques classiques de seguengage des proteines ♦ 
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EXEMPLE 2 - HOMOLOGIE AVEC LA RNAse : 

R. SHAPIRO et al. (Biochem, (1 986), 25, 
3527-3532) ont montre que, en pratique, tous les restes de la 
sequence du site actif de la RNAse bovine sont conserves dans 
5 1 'angiogenine humaine. 

De plus, l 1 observation qu'un inhibiteur de la ri- 
bonuclease humaine supprime a la fois l'activite angiogenique 
et ribonucleolytique de l 1 angiogenine humaine, confirme que 
1 'homologie angiogeni ne/RN As e est f onctionnellement signifi- 
10 cative. 

Les resultats suivants confirment ces observa- 
tions (Tableau III, ci-apres) : 

- la proteine 17 KD d'origine bovine partage une homologie 
similaire avec la RNAse bovine (39 % des restes etant iden- 

15 tiques), a celle de 1 'angiogenine humaine pour la RNAse hu- 
maine ( 34 % des restes etant identiques ) . 

- mise a part la mutation Arg/Ile en position 43 et deux 
substitutions conservatives (Asp-69 pour Asn-68 et Phe 116 
pour Leu-115), tous les restes qui sont ; .connus pour etre 

20 impliques dans l'activite ribonucleolytique sont preserves, 
tant dans 1' angiogenine humaine que dans la proteine 17 KD 
d'origine bovine, indiquant une forte pression selective 
pour le maintien.de cette homologie f onctionnelle significa- 
tive (Tableau III ) . 

25 La substitution de la Leu-115 de 1 1 angiogenine 

humaine par la Phe-116 de la proteine 17 KD d'origine bovi- 
ne est d'un interet particulier : il a ete montre, par 
exemple r que dans la RNAse, le remplacement de Phe par Leu 
faisait chuter l'activite d'un facteur 10. Ainsi, la pre- 

30. sence de Phe-116 dans la proteine 17 KD, sous reserve, que 
l'activite RNAse soit directement impliquee dans son ac- 
tivite biologique, pourrait etre une indication d'une 
activite superieure a celle de 1 'angiogenine humaine. 

- basee sur son homologie avec la ribonuclease A pancrea- 
35 tique : la structure tridimensionnelle de 1 'angiogenine 
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humaine a ete evaluee lorsque les sites, sur lesquels les 
mutations ont porte , sont rapportes sur cette .structure ; 
en ce cas, on peut observer que, a I'exception de la muta- 
tion Arg/Ile en position 43, toutes les substitutions qui 
5 surviennent dans la structure spatiale de la proteine, im- 

pliquees dans son activite ribonucleolytique, sont des sub- 
stitutions conservatives. 
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EXEMPLE 3 - PROPRIETES BIOLOGIQDES DE LA PROTEINE 17 KD 
. D'ORIGINE BOVINE . 

- Test de la membrane chorio-allantolque de 
1 'oeuf de la poule : 
5 Ce test d'activite biologique a ete decrit par 

FETT et al.(Biochem, (1985), 24, 5480-5486 ). Ce test consiste 
a apprecier le developpement de vaisseaux sanguins au niveau 
de la membrane chorio-allantolque de l'embryon de Poulet 
apres application de quantites croissantes de proteine 17 KD 
10 d' or igine bovine de I'ordre de 10 ng a 1 pg. Sur 80 oeuf s 

fecondes qui ont ete experimentes en presence de la proteine 
17 KD, il a ete observe un developpement de nouveaux 
vaisseaux sanguins dans 62 oeufs pour une quantite 
d'angiogenine de 50 ng. Ces resultats demontrent que la 
15 proteine 17 KD selon 1* invention possede un effet sur 
I'organogenese et la croissance des vaisseaux sanguins. 

l«es oeufs fecondes sont places dans une couveuse 
a 3 8*C en atmosphere a 70 % d'humidite. 

Apres 3 jours, une fenetre est ouverte dans la 
20 coquille et est fermee par une membrane permeable aux gaz. 

Au Seme jour, un disque d'une membrane imbibee de 
la solution de proteine 17 KD est, implante sur la membrane 
chorio-allantolque • 

Le developpement des vaisseaux sanguins qui 
25 convergent vers le disque imbibe d'angiogenine est suivi a la 
■— ■ loupe binoculaire au 8 erne, 9eme et 1 0eme jours. 

La proteine 17 KD d' origine bovine conforme k 
I'invention peut etre utilisee sous une forme 
pharmaceutiquement acceptable pour le traitement des troubles 
requerant 1* inhibition ou 1' augmentation de la croissance des 
vaisseaux sanguins chez l. 1 Homme. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
l f invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
realisation et d "application qui viennent d'etre decrits de 
35 fagon explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
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variantes qui peuvent venir a 1' esprit du technicien en la 

matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de la portee de la 

presente invention. " ^ •« ' 
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REVENDICATIONS 
1*) Proteine, caracterisee en ce qu'elle presente 
une sequence qui comporte 125 amino-acides, et repond a la 
formule I ci-apres : 
5 Ala 1 -Gin-Asp- Asp-Tyr 5-Arg-Tyr-Ile-His-Phe 1 0- 

Leu-Thr-Gln-His-Tyr 15 -Asp-Ala-Lys-Pro-Lys 20 - 
Gly-Arg-Asn-Asp-Glu 25 -Tyr-Cys-Phe-Asn-Met 30 - 
Me t-Ly s-As n- Ar g -Ar g 3 5 -Le u-Th r - Ar g -P r o-Cys 4 0 

(I) Lys-Arg-Arg-Asn-Asn-Thr 45 -Phe-Ile-His-Gly-Asn 50 
10 Lys-Asn-Arg-Ile-LysSS-^ia-iie-cys-Qiu^spSO- 

Arg-Asn-Gly-Glu-Pro 65 -Tyr-Arg-Gly-Asp-Leu 70 - 
v Arg-Ile-Ser-Lys-Ser 75 -Glu-Phe-Gln-Ile-Thr 80 - 
II e-Cy s -Ly s -Hi s -Ly s 8 5 -Gly-Gly-Se r -Se r- Ar g 9 °- 
Pro-Pro-Cys-Arg-Tyr 95 -Gly-Ala-Thr-Glu-AspV00- 

15 Ser-Arg-Val-Ile-Val 105 -Val-Gly-Cys-Glu-Asn 110 
J Gly-Leu-Pro-Val-His 1 1 S-Phe-Asp-Glu-Ser-Phe 1 ?°- 
Ile-Thr-Pro-Arg-His 1 25 -0H, 
en ce que 81 amino-acides de sa sequence sont communs avec 
l'angiogenine humaine et en ce que son poids moleculaire est 
20 d' environ 17 KD. 

2*) Proteine selon la revendication 1 > caracterisee 
en ce qu'elle est obtenue par extraction de lait de mammi fe- 
res, notamment de vache. 

3°) Proteine selon la revendication 1 , caracterisee 
25 en ce qu'elle est obtenue par cloriage. 

4°) Proteine selon la revendication 1, caracterisee 
en ce qu'elle est obtenue par voie de synthese. 

5*) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon I'une quelconque des revendica- 
3 0 tions 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivante en 
amino-acides : 

Gl u- As p 6 0 -Arq -As n-Gly-G In-P r o-Ty r -Ar g -G ly-As p- 
Leu 70 -Arg-Ile-Ser 
dont 9 restes sur 15 s'alignent sur la sequence 58-72 de 
35 I'angiogenine humaine. 
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,6*) Peptide, caracterise en ce qu f il constitue le 
fragment C-terminal de la proteine selon 1' une quelconque des 
revendications 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence en 
amino-acides suivante : 
5 Phe-Asp-Glu-Ser-Phe 120 -Ile-Ttir-Pro-Arg-His 12 5 

7°) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon. I'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivante en 
amino-acides ; ' - , '". 

10 Glu-Asn1 10-Gly-Leu-Pro-yal-His115-phe 

dont 7 restes sur 8 s'alignent sur la sequence 108-115 de 
1 'angiogenine humaine. 

8 # ) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon lune quelconque des revendica- 
15 tions 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence en amino- 
acides suivante : 

Ile-Val 105 -Val-Gly-Cys-Glu 
^ dont 4 restes sur 6 s'alignent sur la sequence 103-108 de 

1 'angiogenine humaine. 
20 ?*) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 

fragment de la proteine selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivante en 
amino-acides: 

Arg-Tyr-Ile-Bis-Phe 10 ^Leu-Thr-Gln-His-Tyr 15 -Asp-Ala-Lys 
25 dont 1 1 restes sur 13 s'alignent sur la sequence 5-17 de 
1' angiogenine humaine, 

10° ) Peptide,, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivante en 
30 amino-acides : 

Asn-Thr 45 -Phe-Ile-His-Gly-Asn 50 -Lys / 
qui se distingue par une homologie totale avec la sequence 
43-50 de 1 'angiogenine humaine, 

11°) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
35 fragment de la proteine selon I'une quelconque des revendi- 
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cations 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivarite en 
amino-acides ; 

Ile-Lys 5 5-Ala-Ile-Cys-Glu, 
qui se distingue egalement par une homologie total e avec la 
5 sequence 53-58 de I'angiogenine humaine. 

12°) Peptide/ caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivarite en 
amino-acides : 

TO Leu70-Arg-Ile-Ser-Lys-Ser75-Glu-Phe-Gln 

dont 8 restes sur TO s'alignent sur la sequence 69-77 de 
I'angiogenine humaine. 

13°) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon l f une quelconque des revendica- 
15 tions 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivante en 
amino-acides : 

Arg 67 -Gly-Asp, 

ledit peptide etant reconnu par un recepteur des cellules en- 
dothelials. 

20 14°) Procede d'obtention de la proteine selon I 1 une 

quelconque des revindications 1 et 2, caracterise en. ce que 
ladite proteine est extraite de lait de mammif ere, notamment 
de vache. 

15°) Procede selon la revendication 14, caracterise 
25 en ce que ^'extraction est realisee par chromatographie par 
echange de cations, suivie d'une elution par un eluant appro- 
prie. • . " . : 

16°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 14 et 15, caracterise en ce que 1* eluant est un sel al- 
30 calin d'un acide organique faible, notamment de.l'acetate de 
sodium. , 

17°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 14 a 16, caracterise en ce que la fraction eluee est 
soumise a une deuxieme chromatographie par echange de 
35 cations, suivie d'une deuxieme elution par un eluant appro- 
prie. 
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18*) Procede selon la revendication 17, caracterise 
en ce que l'eluaht est un sel alcalin d'un acide organique 
faible, notamment de I'acetate de sodium. 

19*) Procede selon l'une quelconque des 
5 revendications 14 a 18, caracterise en ce que le produit 
obtenu est purifie par chromatographic sur colonne de 
gel-filtration. 

20°) Procede selon la revendication 14, caracterise 
en ce que le lait est prealablement delipide par centrifuga- 
10 tion. - 

21°) Composition therapeutique , caracterisee en ce 
qu'elle comprend comme compose actif, la proteine 17. KD selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 4 et/ou des fragments, 
selon l'une quelconque des revendications 5 a 13 ou des homo- 
15 logues de celle-ci. 

22°) Reactif immunologique de detection bu de dosage 
des . arigiogenines de mammiferes, caracterise en ce qu'il est 
choisi dans le groupe qui comprend des anticorps contre la 
proteine .17 KD selon l'une quelconque des revendications 1 a 
20 4, des anticorps anti-peptide, notamment des anticorps contre 
l r un des peptides selon l'une quelconque des revendications 5 
a 13, lesquels anticorps sont utilises seuls ou en melange. 

23°) Procede de detection et de dosage des angioge- 
nines.de mammiferes dans des fluides biologiques, caracterise 
25 en ce que I'on fait reagir, dans des conditions appropriees, 
un anticorps anti-angiogenine, notamment un anticorps anti- 
proteine 17 KD ou un anticorps anti-peptide , selon la reven- 
dication 22, avec un fluide biologique suppose contenir ladi- 
te angiogenine, la lecture de la reaction etant effectuee par 
30. un moyen approprie, tel que notamment test RIA, ELISA, d'im- 
munof luorescence. 

24°) Kit, ou coffret, ou ensemble coordonne, pret a 
I'emploi , pour la detection et/ou le dosage, dans des fluides 
- biologiques, d' angiogenines de mammifere et notamment de 
35 I'angiogenine humaine, caracterise en ce qu'il comprend : 
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- une quantite appropriee, eventuellement subdivisee en doses 
unitaires, d'anticorps anti-angiogenine, notamment d'anti 
corps anti-proteine 17 KD ou d'anticorps anti-peptides 
selon la revendication 22, 
5 - eventuellement une quantite appropriee de tampons , di 
luants, reactifs, necessaires a la mise en oeuvre de 
ladite detection et/ou dosage. 
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